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摘  要 
1 
摘  要 
本论文围绕实时 PCR 基因分型中的引物基因分型和探针基因分型两个关键
技术展开了研究，研究工作主要包括 ARMS 引物、硫代磷酸化修饰引物以及荧
光双链置换探针用于实时 PCR 基因分型的研究。 
第一章，以酒精代谢过程中的关键酶—乙醇脱氢酶 2 的基因多态性为研究对
象，采用新型的荧光染料 EvaGreen 为实时 PCR 指示剂，建立了 ARMS 改良四
步法的实时 PCR 分型体系。通过对传统三步 PCR 循环进行改良，即根据目的产
物和引物二聚体的熔点差异，在传统延伸步骤之后增加一步恒温 79 °C 检测荧光
步骤，可消除引物二聚体的影响。应用建立的实时 PCR 体系检测 150 份人外周
血 DNA 标本，经电泳验证，该方法可以准确的对乙醇脱氢酶 2 基因进行分型。 
第二章，以 β-地中海贫血症中国地区 5 个常见突变位点为研究对象，建立了
硫代磷酸化修饰引物结合高保真 DNA 聚合酶的实时 PCR 基因分型技术。首先考
察了普通的 ARMS 引物应用 EvaGreen 荧光染料的实时 PCR 基因分型情况，接
着系统考察了硫代磷酸化修饰引物 3′ 端不同位置的碱基后，引物对核酸外切酶
的耐受作用。结果表明，引物 3′ 最末端一个碱基硫代磷酸化修饰引物的 S 型异
构体能够完全抑制核酸外切酶的酶切作用，结合高保真的 DNA 聚合酶用于基因
分型，可以得到特异的分型结果。应用建立的实时 PCR 基因分型体系检测了 106
份临床基因组 DNA 标本，检测结果准确率 100％。 
第三章，以亚洲人群中具有高度遗传多态性的乙醛脱氢酶 2 基因为研究对
象，建立了荧光双链置换探针对单个 SNP 位点的实时 PCR 基因分型体系。针对
乙醛脱氢酶 2 的两种基因型，设计了标记 FAM 的野生型探针和标记 ROX 的突
变型探针，构建单管实时 PCR 分型体系。灵敏度实验表明该方法可以检测出低
至 1 个拷贝的基因组 DNA 模板。应用建立的检测体系对 136 份人外周血 DNA
标本进行基因分型，与经典的 RFLP 方法相比，该体系简便快速，更适用于大规
模的人群筛查和临床标本的检测。 
第四章，以具有高度多态性的 HLA 基因的 A 座位为研究对象，建立了荧光
双链置换探针对多个 SNPs 位点的实时 PCR 基因分型体系。针对 HLA-A 基因多













摘  要 
2 
探针和 18 条等位特异分型探针。对探针标记不同荧光基团，构建 6 管四色检测
体系，通过综合分析 6 个反应管中的探针信号，来判断标本的基因型。 
本论文通过对等位特异引物分型技术和双链置换探针分型技术的细致考察，
建立了可广泛应用于人类基因组 DNA 基因分型和突变检测的实时 PCR 体系。实



















This dissertation consists of two part for two hard-core methods used in real-time 
PCR. The first part is the development of real-time PCR genotyping using 
allele-specific primers, the second part is the development of another real-time PCR 
genotyping method using displacing probes. 
In chapter one, we developed a four-step protocol for real-time PCR genotyping 
of ADH2 gene using ARMS primers. Serious primer-dimer made difficult determine 
of ADH2 genotypes using traditional 3-step PCR method. Based on the melting 
temperature difference between the primer dimer and the amplicon, a four-step PCR 
protocol that could eliminate primer dimmer interference was established, where the 
fluorescence was measured at the forth step at 79 ºC. A total 150 human blood 
genomic DNA samples were tested to validate this method, and the results were 
compared with electrophoresis approach. The results showed that all the human 
genomic samples could be accurately genotyped by this real-time PCR method. 
In chapter two, another new real-time PCR genotyping method using 
phosphorothioate modified allele specific primers with proofreading DNA polymerase 
was developed. Normal ARMS primers display misincorporation when used for 
real-time PCR genotyping with EvaGreen. Primer stabilisation is a key requirement to 
enable the application of proofreading to allele specific primers genotyping. 
Introduction of one or more phosphorothioate linkages into the primer 3′ terminus 
enhance the inhibition of exonuclease activity of T4 DNA polymerase. The allele 
specific primer with phosphorothioate modified 3′ terminus in the last nucleotide got 
the best results of the inhibition of exonuclease activity. And the real-time PCR 
genotyping with proofreading DNA polymerase got similar results, the 
phosphorothioate modification of the last nucleotide of the 3′ terminus of the allele 
specific primers coupled with proofreading DNA polymerase could remarkably 















In chapter three, a real-time PCR genotyping method of aldehyde dehydrogenase 
2 using displacing probes was established. We genotyped ALDH2 alleles using two 
displacing probes, one 3'-FAM-labeled probe complementary to the usual ALDH2*1 
gene and the other 3'-ROX-labeled probe complementary to the atypical ALDH2*2 
gene. Taking advantage of displacing probes, we have developed a rapid and accurate 
real-time PCR genotyping method for ALDH2. The total analysis can be finished 
within 2 h with 100% accuracy as validated with 136 human genomic DNA samples. 
The developed method could be used for routine testing or population screening for 
ALDH2 genotyping. 
In the last chapter, the real-time PCR with displacing probes for HLA-A locus 
genotyping was developed. We designed 18 specific and 2 control displacing probes 
in the exon 2 and exon 3 regions of HLA-A gene. Two control probes were labeled 
with HEX, the specific probes were labeled with CY5, FAM or ROX respectively. 
Three specific probes and one control probe labeled with different fluorescences were 
put in one tube, and all probes performed PCR simultaneously in total six tubes for a 
sample to get the genotype. 
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第一章 ARMS 引物四步法对乙醇脱氢酶 2 基因 
的实时 PCR 分型 
 





通过产物的有无来判断模板基因型。ARMS 是 早发展起来及应用 广的引物分
型技术。 
扩增阻碍突变系统（Amplification Refractory Mutation  System，ARMS）
于 1989 年建立[12]，是 PCR 技术应用的发展，也称等位基因特异性 PCR[13]（All
ele-Specific PCR， AS-PCR）。其基本构思是设计 2 个 ARMS 上游引物，使之
与另一公用下游引物构成 PCR 反应体系。这 2 个引物与探针的设计不同，等位
基因特异性碱基不是位于中间位置，而是置于引物的 3′ 端。这种设计是基于耐




性基因的研究，例如 PCR-CTPP[14, 15]和 PCR-APLP[16-18]。现有的引物分型方法主
要依赖于电泳分析，通过一定长度片段的有无来判断模板的基因型。电泳分析需
要 PCR 后操作，耗时繁琐难以实现自动化，而且打开反应管的操作容易造成产
物片段的污染。实时 PCR 由于没有 PCR 反应的后处理的分离过程，极大地促进
了均相分析方法的发展。本研究以乙醇脱氢酶 2 基因的多态性位点为研究模型，
采用双链 DNA 嵌入荧光染料为实时 PCR 指示剂，设计位点特异的 ARMS 引物
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乙醛[19]。人类 ADH 基因位于 4 号染色体的长臂，可编码同源或异源二聚体的
ADH 同功酶。ADH 有 20 余种同功酶，常见的有 ADH1，ADH2，ADH3 三种，
分别编码 α，β，γ亚基[20, 21]。研究发现 ADH2 和 ADH3 基因位点存在多态性。
ADH3 基因编码产生的同功酶对乙醇的催化活性差异很小，所以 ADH 同功酶催
化活性的差异应归结于 ADH2 基因位点的多态性[22]。 
ADH2 基因位点有三个等位基因，即 ADH2*1、ADH2*2 和 ADH2*3，分别
编码 β1、β2 和 β3 三个亚基[23]。β2 亚基与 β1 和 β3 的区别在于第三外显子的编
码序列中的第 47 位的氨基酸由组氨酸（His）代替了原来的精氨酸（Arg），这一
单个氨基酸的替换是由于在 ADH2*1 和 ADH2*3 中的一个鸟嘌呤（G）突变为
ADH2-2 中的腺嘌呤（A）所造成的。这种修饰产生了一个 Mae III 酶切位点[24]。
β3 亚基与 β1 和 β2 的区别在于第九外显子编码序列的第 369 位氨基酸由半胱氨
酸（Cys）代替了原来的精氨酸（Arg），这一单个氨基酸的替换是由于在 ADH2*1
和 ADH2*2 中的一个胞嘧啶（C）突变为 ADH2*3 中的胸腺嘧啶（T）所致，因










性疾病(alcohol related diseases, ARD) 高危个体筛查的广泛开展和酒精代谢关键
酶基因多态型与 ARD 关联间的深入研究。 
利用荧光染料（如 SYBR Green I 与 EvaGreen）与双链 DNA 分子结合发光
的特性来指示扩增产物的增加，其优点是：无需另外设计荧光探针，简便易行，
成本较低，能适用于任何一款定量 PCR 仪。缺点是专一性不如探针法，因为荧


















ARMS 实时 PCR 基因分型方法的特异性依赖于反应条件和 ARMS 引物本身
的性质。本文采用 EvaGreen 为实时 PCR 指示剂，结合特异 ARMS 引物，建立
了 ARMS 引物四步法对乙醇脱氢酶 2 基因的实时 PCR 基因分型技术。 
 
第二节  材料与方法 
§2.1 主要仪器和试剂 
仪器：Rotor Gene 3000 实时荧光 PCR 仪（澳大利亚 Corbett 公司），ND-1000
全波长紫外/可见光扫描分光光度计（美国 NanoDrop 公司）。 
试剂：QIAamp 全血样品 DNA 分离纯化试剂盒（德国 Qiagen 公司），
EvaGreenTM荧光 DNA 染料（美国 Biotium 公司），Taq 酶、dNTP（大连宝生物
公司）。 
 
§2.2  DNA 模板 
正常人 150 份外周血标本由厦门市中心血站提供。DNA 提取采用 QIAamp 
全血样品 DNA 分离纯化试剂盒，具体步骤按试剂盒说明书操作。 
采用 ND-1000 全波长紫外/可见光扫描分光光度计测量提取样品，确定基因
组 DNA 浓度。 
 
§2. 3  ARMS 引物 
根据 ADH2 基因的三号外显子的序列，参考文献[16]已公布引物序列合成了
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Table 1-1: Primer sequences used in the ADH2 genotyping assay 
Names Primer sequences Products 
ADH2-1 5'- TTCGTGGCTGTAGGAATCTGACG- 3' 57 bp 
ADH2-2 5'- ACGCTGTAGGAATCTGTCA - 3' 53 bp 
Common primer 5'- TACCAGGTTGCCACTAACCTCG- 3'  
The bases in bold with underline denoted specific nucleotides of the primers, the bases in italics 
indicated the sites of introduce mismatched nucleotides. 
 
§2.4  PCR 扩增产物和引物二聚体熔解曲线分析 
以表 1-1 中的引物组成等位基因特异扩增引物对，即扩增 ADH2-1 位点的引
物 对 1: ADH2-1+Common primer 和 扩 增 ADH2-2 位 点 的 引 物 对 2: 
ADH2-2+Common primer。 
25 µL PCR 反应体系中，包含 10×buffer 2.5 µL，2.0 mmol/L MgCl2,200 
µmol/L dNTP,1.0 U Taq 酶，0.4 µmol/L 上下游引物，1×20 稀释的 EvaGreenTM 溶
液 1.25 µL，20 ng 基因组 DNA 模板。引物对 1，2 都分别设置阴性对照管（只
加水，不加基因组 DNA 模板）。反应条件：95 ºC 预变性 3 min；94 ºC 变性 15 s，
58 ºC 退火 15 s，72 ºC 延伸 10ｓ，扩增 40 个循环；在每一循环的退火 58 ºC 时
采集 FAM/SYBR Green 频道荧光信号。PCR 反应后，按 1 ºC/step 的升温速率从
60 ºC 递增至 99 ºC 进行熔解曲线分析。 
 
§2.5  ARMS 实时 PCR 反应条件优化 
PCR 反应步骤改良： PCR 体系组成同§2.4。反应条件： 95 ºC 预变性 3 min；
94 ºC 变性 15 s，58 ºC 退火 15 s，72 ºC 延伸 10 s，79 ºC 恒温 5 s，扩增 40 个循
环；在每一循环的 79 ºC 时收集荧光信号。 
 
§2.6  ARMS 实时 PCR 体系的灵敏度考察 
为了考察 ARMS 实时 PCR 体系的灵敏度，将已知浓度的基因组 DNA 模板
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